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  :ﻣﻘﺪﻣﻪ
ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺷﻴﮕﻼ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻳﻜﻲ از اﻋﻀﺎي ﺧﺎﻧﻮاده 
ﻫﺎي ﮔﺮم ﻣﻨﻔﻲ و   ﺷﺎﻣﻞ ﺑﺎﺳﻴﻞﺳﻪﺎﺑﺰرگ اﻧﺘﺮوﺑﺎﻛﺘﺮﻳ
 آﻧﺘﻲ ژن ﻟﻴﭙﻮﭘﻠﻲ Oاﺳﺎس  ﺑﺪون اﺳﭙﻮر اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﺮ
  ﺪي وـﺮوه دﻳﺴﺎﻧﺘﺮي، ﻓﻠﻜﺴﻨﺮي، ﺑﻮﺋﻴﺳﺎﻛﺎرﻳﺪ ﺑﻪ ﭼﻬﺎر ﮔ
  
ﻣﻴﺎن اﻳﻦ ﭼﻬﺎر ﮔﻮﻧﻪ،  از. ﺷﻮﻧﺪ ﺳﻮﻧﺌﻲ ﺗﻘﺴﻴﻢ ﻣﻲ
ﺪ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ از اﻫﻤﻴﺖ ـ ــ ــدﻟﻴﻞ ﺗﻮﻟﻴ ﺑﻪ دﻳﺴﺎﻧﺘﺮيﻼـ ــﺷﻴﮕ
 ﺎﻋﺚ ﺑﻴﻤﺎرياﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑ. ﺑﺮﺧﻮردار اﺳﺖ ﺎﺻﻲـ ــﺧ
ﻛﻮﭼﻚ  ﻲ از رودهــ ﺷﺪه ﻛﻪ در اﻳﻦ ﺑﻴﻤﺎري ﻗﺴﻤﺘﺲﺷﻴﮕﻠﻮزﻳ
  :ﭼﻜﻴﺪه
ﻫﺎي ﭼﻨﺪﻳﻦ ﺳﺎﻟﻪ  رﻏﻢ ﺗﻼش ﻋﻠﻲ ﻳﻜﻲ از ﻋﻮاﻣﻞ ﭘﺎﺗﻮژن ﻣﻬﻢ اﺳﺖ ﻛﻪ ﺷﻴﮕﻼ دﻳﺴﺎﻧﺘﺮيﺑﺎﻛﺘﺮي  :ﻫﺪف و زﻣﻴﻨﻪ
ﻣﺤﺼﻮﻻت ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﻬـﺎﺟﻤﻲ ﺷـﻴﮕﻼ . ﺑﺮاي ﺗﻬﻴﻪ واﻛﺴﻦ ﻋﻠﻴﻪ آن ﻫﻨﻮز ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﮔﺴﺘﺮده ﭘﻴﺮاﻣﻮن آن اداﻣﻪ دارد 
 ﻳﻜﻲ از اﻋﻀﺎي اﻳﻦ ﺧﺎﻧﻮاده اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﻪ ﻋﻨـﻮان DapI ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ. ﻛﻨﻨﺪﺘﺮي اﻳﻔﺎ ﻣﻲ ﻧﻘﺶ ﻣﻬﻤﻲ در ﺗﻬﺎﺟﻢ ﺑﺎﻛ ( apI)
 ﺗﺮﻣﻴﻨـﺎل آن -Nﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﺘﻌﺪد ﺑﺮ روي اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﺸﺎن داده ﻛﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ . ﺑﺎﺷﺪﻛﺎﻧﺪﻳﺪ واﻛﺴﻦ ﺷﻴﮕﻼ ﻣﻄﺮح ﻣﻲ 
 ﺑـﻪ DapI ژن   ﺗﺮﻣﻴﻨـﺎل -N اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺎ ﻫﺪف  ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎزي ﺑﻴـﺎن .ﻧﻘﺶ ﻣﻬﻤﻲ در ﻓﺮآﻳﻨﺪ ﺗﻬﺎﺟﻤﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي دارد 
  .ﻣﻨﻈﻮر اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮ ﺗﺮﻛﻴﺐ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ
 ﻛﻪ a82-TEp ﺣﺎﻣﻞ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ )3ED(12LB iloc .Eﺑﺎﻛﺘﺮي آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ -ﻲدر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑ :روش ﺑﺮرﺳﻲ
ﭘـﺲ از .  در آن ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪه ﺑﻮد ﺟﻬﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗـﺮار ﮔﺮﻓـﺖ DapI ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل -Nژن ﻧﺎﺣﻴﻪ 
 ﺗﺎﻳﻮﺑﺘﺎ دي ﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ -ﭘﺮوﭘﻴﻞ- ﻣﺎده اﻟﻘﺎ ﻛﻨﻨﺪه اﻳﺰو ﺛﻴﺮ ﺳﻪ ﻓﺎﻛﺘﻮر زﻣﺎن اﻟﻘﺎ، دﻣﺎ و ﻏﻠﻈﺖ ﻛﺸﺖ ﺑﺎﻛﺘﺮي، ﺗﺎ 
 ﺑـﻪ ﺻـﻮرت (EGAP-SDS)ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴـﺪ - ﺳﺪﻳﻢ دو دﺳﻴﻞ ﺳﻮﻟﻔﺎت ﺑﺮ ﻣﻴﺰان ﺑﻴﺎن، ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ژل (GTPI)
ﻫﺎي دو ﺑﻌﺪي   ﻧﺮم اﻓﺰار آﻧﺎﻟﻴﺰ ژلﻫﺎ ﺑﺎ ﻛﻤﻚﺑﻌﺪي ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه از ژل  ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺗﺼﺎوﻳﺮ دو .  ﮔﺮدﻳﺪ ﺑﺮرﺳﻲ ﻛﻴﻔﻲ
ﻣﺮاﺣﻞ اﺳﺘﺨﺮاج و ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ ﻛﻤﻚ روش ﺷـﻴﺐ  .ﺑﺮرﺳﻲ ﻛﻤﻲ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺻﻮرت ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ
  .ﻳﺎﻓﺖﻫﺎ از ﺳﺘﻮن ﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﭘﺎﻳﺎن  اوره آﻏﺎز و ﺑﺎ ﻋﺒﻮر ﻧﻤﻮﻧﻪ
ز ﺗﻮﻟﻴـﺪ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ در  ﻣﺸﺎﺑﻬﻲ اﺒﺎ ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﻣﻴﺰان ﺗﻘﺮﻳEGAP-SDSﻫﺎي ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺑﺮ روي ژل  :ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
ﺑﻬﺘـﺮﻳﻦ ﺷـﺮاﻳﻂ ﻧﺸﺎن داد  ﻧﺮم اﻓﺰاري ﺎيﻫﻳﺎﻓﺘﻪﺑﻴﺎن وﺟﻮد دارد، اﻣﺎ  GTPI دﻣﺎ و ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ، اﻟﻘﺎ  زﻣﺎن
 ﻣﻴﻠـﻲ ﻣـﻮﻻر 0/7ﮔﺮاد، ﻏﻠﻈﺖ  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 73 دﻣﺎي a82-TEp در وﻛﺘﻮر DapI ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ -Nﺑﻴﺎن ﻧﺎﺣﻴﻪ 
  .ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ ﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ 3 و زﻣﺎن GTPI
 ﺑﺮ اﺳﺎس ﻧﺘﺎﻳﺞ اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـــﻪ ﻫﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻌﺪ از ﻓﺮآﻳﻨﺪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻴﺎن ﻣﺨﺼﻮص ﺑـﻪ :ﮔﻴﺮي ﻧﺘﻴﺠﻪ
  .ﺪﻨﺑﺎﺷ ﻫﺎ در ﻣﻘﺪار ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮﺛﺮﺗﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﺷﺮاﻳﻂ دﻣﺎﻳﻲ و ﻃﻮل زﻣﺎن اﻟﻘﺎ ﺳﻠﻮل ﺧﻮد را دارا ﻣﻲ
  
  .، ﭘﺮوﺗﺌﻮﻣﻴﻜﺲوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐﭘﺮ، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﻬﺎﺟﻤﻲ، دﻳﺴﺎﻧﺘﺮيﺷﻴﮕﻼ  :ﻛﻠﻴﺪيﻫﺎي  واژه
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56 
: ﻋﻼﺋﻢ ﻋﻔﻮﻧﻲ ﺷﻴﮕﻼ ﺷﺎﻣﻞ ﺑﻴﺸﺘﺮ. ﮔﻴﺮد ﺗﺎﺛﻴﺮ ﻗﺮار ﻣﻲ ﺗﺤﺖ
اﺳﻬﺎل، ﺗﺐ، ﺣﺎﻟﺖ ﺗﻬﻮع، اﺳﺘﻔﺮاغ، ﮔﺮﻓﺘﮕﻲ و درد ﺷﻜﻤﻲ 
  .(1،2،3) ﺑﺎﺷﺪ و ﻇﻬﻮر ﺧﻮن، ﻣﻮﻛﻮس در ﻣﺪﻓﻮع ﻣﻲ
ﻃﺒ ــﻖ ﮔ ــﺰارش اﻧﺘ ــﺸﺎر ﻳﺎﻓﺘ ــﻪ از ﺳ ــﻮي ﺳ ــﺎزﻣﺎن 
 ﻣﻴﻠﻴـﻮن ﻧﻔـﺮ 461/7 ، ﺣﺪود9002ﻧﻲ ﺗﺎ ﺳﺎل ﺑﻬﺪاﺷﺖ ﺟﻬﺎ
اﻧﺪ ﻛـﻪ از اﻳـﻦ  ﻣﺒﺘﻼ ﺷﺪه ﺲدر ﺟﻬﺎن ﺑﻪ ﺑﻴﻤﺎري ﺷﻴﮕﻠﻮزﻳ 
 ﻪ وــ ـﻣﻴﻠﻴﻮن ﻧﻔﺮ در ﻛﺸﻮرﻫﺎي در ﺣﺎل ﺗﻮﺳﻌ 361/2ﻣﻴﺎن 
ﻫـﺮ .  ﻣﻴﻠﻴﻮن ﻧﻔﺮ درﻛﺸﻮرﻫﺎي ﺗﻮﺳـﻌﻪ ﻳﺎﻓﺘـﻪ ﺑـﻮده اﻧـﺪ 1/5
ﺷﻮد  ﻣﻴﻠﻴﻮن ﻧﻔﺮ ﺗﻮﺳﻂ ﺷﻴﮕﻼ ﺗﻬﺪﻳﺪ ﻣﻲ 1/1ﺳﺎﻟﻪ زﻧﺪﮔﻲ 
 ﻫـﺰار ﻣـﻮرد اﺑـﺘﻼ ﺑـﻪ ﺷـﻴﮕﻠﻮزﻳﺰ ﻃـﻲ 085ﻛﻪ از اﻳﻦ ﻣﻴﺎن 
ﺷـﺪه  ﺑﺎزﮔـﺸﺖ از ﻛـﺸﻮرﻫﺎي در ﺣـﺎل ﺗﻮﺳـﻌﻪ ﮔـﺰارش 
ﺑﻪ ﻋﻠﺖ ﻋﻔﻮﻧﺖ زاﻳﻲ ﺑﺎﻻي اﻳﻦ ﺑـﺎﻛﺘﺮي ﺣﺘـﻲ در  .(4) اﺳﺖ
، (ارﮔﺎﻧﻴـﺴﻢ و ﻋـﺪد از ﻣﻴﻜـﺮ 001ﻛﻤﺘﺮ از ﺣﺘﻲ )ﺗﻌﺪاد ﻛﻢ آن 
. اﻓﺰاﻳـﺪ زا ﻣـﻲ  ﺑﺮ اﻫﻤﻴﺖ ﭘﻴﺸﮕﻴﺮي و درﻣﺎن اﻳﻦ ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎري
ﺧـﻮن و   و درﮔﻴـﺮد ﻗـﺮار ﻣـﻲ   در ﻣﺨـﺎط روده ﺷﻴﮕﻼ ﻣﻌﻤﻮﻻً 
 در ﺲﺷـﻴﮕﻠﻮزﻳ ﺗـﺸﺨﻴﺺ ﻋﻼﻣـﺖ . ﺷـﻮد اﺣﺸﺎ داﺧـﻞ ﻧﻤـﻲ 
 ﺑﺎﺷـﺪ  ﻣـﻲ  ﺧـﻮن ﻣﻮﺟـﻮد در ﻣـﺪﻓﻮع ﺑـﺮ اﺳـﺎس ﺑﻴﺸﺘﺮ ﺑﻴﻤﺎران 
، ﺟـﻢ زاﻳﻲ ﺷﻴﮕﻼ ﺑﻪ ﺳﻪ ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻗـﺪرت ﺗﻬـﺎ  ﺑﻴﻤﺎري. (7،6،5)
ﻗـﺪرت ﺗﻬـﺎﺟﻢ . اﻧﺪوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ و اﮔﺰوﺗﻮﻛـﺴﻴﻦ واﺑـﺴﺘﻪ اﺳـﺖ 
ت ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺗﻬـﺎﺟﻤﻲ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺗﺎ ﺣﺪ زﻳﺎدي ﺑﻪ ﻣﺤـﺼﻮﻻ 
 (GriV) ﺘﺮي و ﻋﺎﻣـﻞ اﻧﺘـﺸﺎر ﺑـﻴﻦ ﺳـﻠﻮﻟﻲ آن اﻳـﻦ ﺑـﺎﻛ ( apI)
ﺗﻮﻛـــﺴﻴﻦ ﺷـــﻴﮕﻼ ﺧﻄﺮﻧـــﺎﻛﺘﺮﻳﻦ اﮔﺰو. اﺳـــﺖواﺑـــﺴﺘﻪ 
ﺗﻮاﻧﺪ در ﺑﻴﻤـﺎران اﻳﺠـﺎد ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﻣﻲ  ﻣﻲ (XTS) nixotagihS
  (.8)ﻛﻨﺪ ( SUH)ﺳﻨﺪرم اورﻣﻲ ﻫﻤﻮﻟﻴﺘﻴﻚ 
ﻣﻜﺎﻧﻴﺴﻢ ورود ﺷﻴﮕﻼ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل اﭘﻴﺘﻠﻴـﺎﻟﻲ ﺑـﻪ ﻳـﻚ 
. ﻫـﺎي ﺳـﻄﺤﻲ ﺑ ــﺎﻛﺘﺮي واﺑـﺴﺘﻪ اﺳــﺖ  ﺳـﺮي از ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﻫﺎ، ﺗﻮﺳﻂ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﻬﺎﺟﻤﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻛﺪ ﻣﻬﻤﺘﺮﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
 H/D/C/B/AapI ﻫــﺎ ﺷــﺎﻣﻞ اﻳــﻦ ﭘــﺮوﺗﺌﻴﻦ . ﺷــﻮﻧﺪﻣــﻲ 
 D/C/BapIاﻣﺮوزه از ﻣﻴﺎن اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎ، . (9 )ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻣﻲ
 DapI. ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﺎﻧﺪﻳﺪاي واﻛﺴﻦ ﺷﻴﮕﻼ ﻣﻄـﺮح ﻫـﺴﺘﻨﺪ 
ﻣـﺪن ﺳـﺎﻳﺮ ﻧﻘﺶ ﻣﻬﻤﻲ در ﺗﻬـﺎﺟﻢ ﺑـﺎﻛﺘﺮي و ﺑـﻪ ﺳـﻄﺢ آ 
( C/BapI)زاﻳـﻲ  ﻫﺎي ﻣـﻮﺛﺮ در ﺗﻬـﺎﺟﻢ و ﺑﻴﻤـﺎري  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
  .(01،11،21)ﻛﻨﺪ  ﺑﺎزي ﻣﻲ
   ﻛﻴﻠﻮ داﻟﺘﻮن،73ﻲ ﺑﺎ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟ DapI ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﺳﺎﺧﺘﺎر دﻣﺒﻠﻲ ﺷﻜﻞ ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه ﻳﻚ ﻧﺎﺣﻴﻪ درون ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ 
اﻳـﻦ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ از ﻧﺎﺣﻴـﻪ . دارد( dlioc-dlioc)ﭘـﻴﭻ در ﭘـﻴﭻ 
 ﺑـﺎﻛﺘﺮي  ﻧـﻮع ﺳـﻮم  ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل ﺧﻮد ﺑـﻪ ﺳﻴـﺴﺘﻢ ﺗﺮﺷـﺤﻲ -C
ﻣﺘـﺼﻞ اﺳـﺖ و از ﻧﺎﺣﻴـﻪ ( metsys noiterces III epyT)
. ﺑﺎﺷـﺪ  ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل ﺑﺎ ﻣﺤﻴﻂ اﻃﺮاف در ﺗﻌﺎﻣﻞ ﻣـﺴﺘﻘﻴﻢ ﻣـﻲ -N
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻴﻮﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ و ﺳﺎﺧﺘﺎري ﻛﻪ ﺑﺮ روي اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
 در آﻣﺮﻳﻜﺎ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ ﻧﺸﺎن داد ﻧﺎﺣﻴـﻪ 8002در ﺳﺎل 
ﻧﻘ ــﺶ   در ﻓﺮآﻳﻨ ــﺪ ﺗﻬ ــﺎﺟﻤﻲ ﺑ ــﺎﻛﺘﺮي DapI ﺗﺮﻣﻴﻨ ــﺎل -N
ﺗﺤﻘﻴﻘـﺎت ﺑـﺮ روي ﻧـﻮاﺣﻲ ﺳـﻄﺤﻲ . ﮔـﺬاري دارد ﺎﺛﻴﺮﺗـ
 ﺗﻤـﺎم اﻳـﻦ ﻧـﻮاﺣﻲ  ﻫﻢ ﺛﺎﺑﺖ ﻛﺮد ﻛﻪ ﺗﻘﺮﻳﺒـﺎً DapIاﭘﻴﺘﻮپ 
  (.31-61 )ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻗﺮار دارﻧﺪ -Nدر ﻧﺎﺣﻴﻪ 
ﻓﺮآﻳﻨ ــﺪ ﻣﻄﺎﻟﻌ ــﺎﺗﻲ ﻣ ــﻮﺛﺮ در ﻣﻘ ــﺪار ﺑﻴ ــﺎن ﭘ ــﺮوﺗﺌﻴﻦ 
   ﺑـ ــﺎ ﻣﻄﺎﻟﻌـ ــﻪ ﺗﻐﻴﻴـ ــﺮ ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫـ ــﺎي ﺑﻴـ ــﺎﻧﻲ ﺑـ ــﺮ روي ﻣﻌﻤـ ــﻮﻻً
ﻧﺘ ــﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻ ــﻞ از آن ﺑ ــﻪ  و ﺷ ــﻮد آﻏ ــﺎز ﻣ ــﻲ EGAP-SDS 
 اﻳـﻦ روش ﻣـﺴﻠﻤﺎً  .ﺪﺑﺎﺷﺻﻮرت ﻛﻴﻔﻲ و ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ ﻣﻲ 
ﺑـﺪﻳﻬﻲ اﺳـﺖ ﺟﻬـﺖ . ﺗﻮاﻧـﺪ داراي ﺧﻄـﺎ ﺑﺎﺷـﺪ  ﻣـﻲﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ
ﻏﻠﻈﺖ ﺳﻨﺠﻲ ، ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي، ﺑﺮرﺳﻲ ﻛﻤﻲ ﻧﻴﺎز ﺑﻪ اﺳﺘﺨﺮاج 
 EGAP-SDS ژل ﻣﺠـﺪد ﺑـﺮ روي  ﺑﺮرﺳـﻲﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ و ﻧﻬﺎﻳﺘـﺎً
 و ﻧـﺮم ﺰاﺗـﻲ ﺗﺠﻬﻴاﻣـﺎ ﺑـﻪ ﺗـﺎزﮔﻲ اﺳـﺘﻔﺎده از روش . ﺑﺎﺷـﺪ ﻣـﻲ 
ﺗﻮاﻧـﺪ ژل ﮔﺰارش ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ ﻛﻪ ﻣـﻲ ( einaleM)اﻓﺰاري 
و ﺿـﻤﻦ ﺳـﻨﺠﺶ ﻛﻤـﻲ و  اوﻟﻴﻪ را ﺑﻪ ﺻﻮرت دوﺑﻌﺪي آﻧﺎﻟﻴﺰ 
 ﺗﻌﻴـﻴﻦ  ﻫﻤﭽﻨـﻴﻦ ﻛﻴﻔﻲ ﺗﻤﺎم ﺑﺎﻧﺪﻫﺎي ﺗﻔﻜﻴﻜـﻲ ﺑـﺮ روي آن و 
 ﻣﻴﺰان ﻏﻠﻈـﺖ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴـﺎﻧﻲ ﻧـﺴﺒﺖ ﺑـﻪ داﻧﺴﻴﺘﻪ ﻫﺮ ﺑﺎﻧﺪ، ﻧﻬﺎﻳﺘﺎَ 
  .ﻫﺎي ﺳﻠﻮﻟﻲ را ارزﻳﺎﺑﻲ ﻧﻤﺎﻳﺪ ﻛﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﺪف از اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﻐﻴﻴﺮ در ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎي ﺗﺎﺛﻴﺮ ﻫ
ﮔﺬار ﺑﻴﺎن و ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﺘﻨﻮع ﻧﺘﺎﻳﺞ اﻳﻦ ﺗﻐﻴﻴﺮات، ﺟﻬﺖ ﺑﻬﻴﻨﻪ 
 ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر اﻓﺰاﻳﺶ DapI ژن  ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل- Nﺳﺎزي ﺑﻴﺎن ﻧﺎﺣﻴﻪ 
ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از روش ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ 
  .ﺑﺎﺷﺪ  ﻧﺮم اﻓﺰاري ﻣﻲ- ﺗﺠﻬﻴﺰاﺗﻲ
  
  :روش ﺑﺮرﺳﻲ
 ﺑﻌ ــﺪ از آزﻣﺎﻳ ــﺸﮕﺎﻫﻲ-ﺗﺠﺮﺑ ــﻲدر اﻳ ــﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌ ــﻪ 
ﻫـﺎي ﻛﻴﻔـﻲ ﺑـﻪ ﺑﺮرﺳـﻲ و ﻛﺴﺐ اﻃﻼﻋـﺎت ﻧﺎﺷـﻲ از داده 
. ﭘﺮداﺧﺘﻪ ﺷﺪ  ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ آن ﺑﺎ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻛﻤﻲ ﺣﺎﺻﻞ از ﻧﺮم اﻓﺰار 
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 a82-TEp  ﺣﺎﻣﻞ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ)3ED(12LB iloc .Eﺑﺎﻛﺘﺮي 
 در آن ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ ﺳـﺎزي DapI ژن  ﺗﺮﻣﻴﻨـﺎل-Nﻛـﻪ ﻧﺎﺣﻴـﻪ 
 .(61)ﺷﺪه ﺑﻮد ﺟﻬﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ 
ﺴﺒﺖ ﺑﻪ رﺷـﺪ ﺑـﺎﻛﺘﺮي اﻗـﺪام ﻧﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﻛـﻪ )ﺑﻪ اﻳﻦ ﻣﻨﻈﻮر اﺑﺘﺪا از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳـﺘﻮك . ﮔﺮدﻳﺪ
 در( ﮔﺮدﻳﺪ ﮔﺮاد ﻧﮕﻬﺪاري ﻣﻲ  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ-07دﻣﺎي در 
 ﻣﻴﻠـﻲ ﮔـﺮم در 08ﺣـﺎوي  ﻣﺎﻳﻊ (BL)  ﻟﻮرﻳﺎ ﺑﺮﺗﺎﻧﻲ ﻣﺤﻴﻂ
ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺗﻠﻘﻴﺢ و ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ رﺷﺪ 
 درﺟـﻪ 73و در دﻣـﺎي دور در دﻗﻴﻘـﻪ  051 ﺷـﺮاﻳﻂ آن در
(  DO) ﺟﺬب ﻧـﻮري ﭘﺲ از رﺳﻴﺪن. ﮔﺮاد اﻗﺪام ﺷﺪ ﺳﺎﻧﺘﻲ
   وﺳـﻴﻠﻪ ﺑـﻪ ، اﻟﻘﺎ ﺑﻴـﺎن ژن  ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ 006ﻣﻮج   در ﻃﻮل 0/5ﺑﻪ 
 ﺻـــ ــﻮرت (GTPI) edisotcalag-oiht-D-β-lyporposI
 73و  03، 52، 51ﺳ ــﭙﺲ ﺑ ــﺎﻛﺘﺮي در دﻣﺎﻫــﺎي . ﮔﺮﻓ ــﺖ
ﻫـﺎي ﺎﻋﺖ و ﺗﺤﺖ ﻏﻠﻈـﺖ  ﺳ 6ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 
ﻣﻴﻠﻲ 1، 0/7، 0/5، 0/3، 0/1) GTPI ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ 
دور در  0005ﻫـﺎ در  ﺳـﭙﺲ ﻧﻤﻮﻧـﻪ. ﻗـﺮار ﮔﺮﻓـﺖ( ﻣـﻮﻻر
 دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ و رﺳﻮب ﺳـﻠﻮﻟﻲ ﺑﻌـﺪ 01ﺑﻪ ﻣﺪت دﻗﻴﻘﻪ 
روي ﺮ ، ﺑ ـ(0/5و ﭘـﺎﻟﺲ % 07ﻗﺪرت )از ﺳﻮﻧﻴﻜﻴﺖ ﻛﺮدن 
  . اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪﻧﺪEGAP-SDS  درﺻﺪ 21ژل 
ي رﻧـﮓ آﻣﻴـﺰي ﺷـﺪه ﺑ ـﻪ روش ﻛﻮﻣﺎﺳـﻲ ﺑﻠـﻮ ﻫ ـﺎ  از ژل
 retemotsneD detarbilac 008-sG ﺗﺼﻮﻳﺮ دو ﺑﻌﺪي ﺑﺎ دﺳ ـﺘﮕﺎه 
ﺗﻬﻴ ــﻪ  ()daR-oiB 2.2.7 tseuQ.DPﺗﺤ ــﺖ ﻧ ــﺮم اﻓ ــﺰار 
ﺳـﭙﺲ ﺗـﺼﺎوﻳﺮ ﺗﻬﻴـﻪ ﺷـﺪه ﺑـﺎ ﻛﻤـﻚ ﻧـﺮم اﻓـﺰار . ﮔﺮدﻳـﺪ 
 در راﺳـﺘﺎي اﻧﺘﺨـﺎب ﺑﻬﺘـﺮﻳﻦ دﻣـﺎ و ﺑﻬﺘـﺮﻳﻦ 7 einaleM
  ﮔﺮﻓﺘﻨ ــﺪﻏﻠﻈ ــﺖ ﻋﺎﻣــﻞ اﻟﻘــﺎﻳﻲ ﻣ ــﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌــﻪ ﻗــﺮار 
  (.71،81،91)
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه و ﻣـﺸﺨﺺ ﺷـﺪن 
ﺗﺮﻳﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ ﺑﺮاي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ دﻣﺎ و ﻣﻨﺎﺳﺐ 
 ﺑﻴـﺎن دﻳﮕـﺮي در زﻣـﺎن و ﻏﻠﻈـﺖ ﻣﺪت زﻣﺎن اﻟﻘﺎ ﻣﺠـﺪداً 
 0/7ﮔـﺮاد و ﻏﻠﻈـﺖ  درﺟﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 73دﻣﺎي ) ﺛﺎﺑﺖ GTPI
 5 و 4،3،2،1)و ﻣ ــﺪت زﻣ ــﺎن اﻟﻘ ــﺎ ﻣﺘﻐﻴ ــﺮ ( ﻣﻴﻠ ــﻲ ﻣ ــﻮﻻر 
ﻫﺎ را ﺑﻌـﺪ از رﺳـﻮب دادن و ﮔﺬاﺷﺘﻪ ﺷﺪ و ﺳﻠﻮل ( ﺳﺎﻋﺖ
ﺑـﺮ ( 0/5 درﺻـﺪ و ﭘـﺎﻟﺲ 07ﻗـﺪرت )ﺳـﻮﻧﻴﻜﻴﺖ ﻛـﺮدن 
 اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪﻧﺪ و ﺑﻌـﺪ از ﺗﻬﻴـﻪ EGAP-SDSروي ژل 
   ﻫﻤﺎﻧﻨـﺪ ﻣﺮاﺣـﻞ 7 einaleMﺗﺼﺎوﻳﺮ دوﺑﻌﺪي ﺑﺎ ﻧﺮم اﻓـﺰار 
  .(12،02 )ﻓﻮق ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
ﻫـﺎ و ﺑـﻪ ﻣﻨﻈـﻮر ﻣﺤﻠـﻮل ﺳـﺎزي اﻧﻜﻠـﻮژن ﺑـﺎدي 
ﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎن ﺷـﺪه، از روش ﺷـﻴﺐ اﻓﺰاﻳـﺸﻲ ﻏﻠﻈـﺖ اوره ﭘ
 1در اﻳﻦ ﻓﺮآﻳﻨﺪ، اﺑﺘﺪا رﺳﻮب ﺳﻠﻮﻟﻲ در . اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ 
 ﺣــﻞ و ﺑﻌ ــﺪ از (SBP) ﺑ ــﺎﻓﺮ ﻧﻤﻜــﻲ ﻓ ــﺴﻔﺎت ﻣﻴﻠ ــﻲ ﻟﻴﺘ ــﺮ 
 07ﺑﺎ ﻗـﺪرت  )erotacinos artlUﺷﻜﺴﺘﻦ ﺗﻮﺳﻂ دﺳﺘﮕﺎه 
 درﺟـﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد 4، ﻧﻤﻮﻧﻪ در دﻣﺎي (0/5درﺻﺪ و ﭘﺎﻟﺲ 
دور در دﻗﻴﻘــــﻪ  00041  دﻗﻴﻘــــﻪ ﺑــــﺎ54ﺑــــﻪ ﻣــــﺪت 
 ﺑـﻪ ﺳـﭙﺲ ﻓـﺎز روﻳـﻲ ﺣـﺬف و ﻣﺠـﺪداً . ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژﮔﺮدﻳﺪ
 اﺿـﺎﻓﻪ ﻛـﺮده و ﺑﻌـﺪ از SBP ﻣﻴﻠـﻲ ﻟﻴﺘـﺮ 1رﺳﻮب ﺣﺎﺻﻠﻪ 
ﺑـﻪ رﺳـﻮب . ﺷﺪﻣﺨﻠﻮط ﻛﺮدن در ﺷﺮاﻳﻂ ﻗﺒﻠﻲ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ 
  ﻣـﻮﻻر ﺗﻴﻤـﺎر و 2 ﺣـﺎوي اوره SBP ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘـﺮ 1ﺑﺎﻗﻴﻤﺎﻧﺪه 
ﺲ ﭘ ـ.  ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ در ﺷﺮاﻳﻂ ﻗﺒﻠﻲ ﺻﻮرت ﭘـﺬﻳﺮﻓﺖ ﻣﺠﺪداً
 اﻳـﻦ ، ﺑـﺮاي رﺳـﻮب ﺣﺎﺻـﻞ ﻣﺠـﺪداً  از ﺣﺬف ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ 
 1در ﻣﺮﺣﻠﻪ آﺧﺮ، ﺑﻌﺪ از اﺿـﺎﻓﻪ ﻛـﺮدن . ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺗﻜﺮار ﺷﺪ 
 ﻣـﻮﻻر ﺑـﻪ ﻧﻤﻮﻧـﻪ و ﺑﻌـﺪ از 8ﺣـﺎوي اوره  SBP ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘـﺮ 
 4 ﺳـﺎﻋﺖ در دﻣـﺎي 84ﻫﺎ ﺑﻪ ﻣـﺪت ﻣﺨﻠﻮط ﻛﺮدن، ﻧﻤﻮﻧﻪ 
ﻧﻤﻮﻧـﻪ ﺣﺎﺻـﻠﻪ از . ﮔـﺮاد ﻧﮕﻬـﺪاري ﮔﺮدﻳـﺪ درﺟـﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 
 4 ﺳﺎﻋﺘﻪ در دﻣﺎي 84 از ﻧﮕﻬﺪاري ﻓﺮآﻳﻨﺪ ﺷﻴﺐ اوره ﭘﺲ 
ﻓـﺎز . درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد، ﻃﺒﻖ ﺷـﺮاﻳﻂ ﻓـﻮق ﺳـﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷـﺪ 
، ﺟﻬﺖ ﺗﺨﻠـﻴﺺ ن ﻣﻴﻜﺮو 0/84روﻳﻲ ﺑﻌﺪ از ﻋﺒﻮر از ﻓﻴﻠﺘﺮ 
.  ﺷـﺪ ﺗﻠﻘـﻴﺢ  ﺳـﺘﻮن ﻛﺮوﻣـﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ در ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
ﻫـﺎي ﺑـﻪ ﻣﻨﻈـﻮر ﺑﺮرﺳـﻲ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻓﺮآﻳﻨـﺪ ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﻧﻤﻮﻧـﻪ 
روي ژل ﺧـﺎرج ﺷـﺪه در ﻣﺮاﺣـﻞ ﻣﺨﺘﻠـﻒ از ﺳـﺘﻮن ﺑ ــﺮ 
  (.32،22 ) اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪEGAP-SDS
ﺗﻌﻴﻴﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﺷـﺪه ﺑـﻪ ﻛﻤـﻚ 
در اﻳـﻦ راﺳــﺘﺎ ﺑﻌـﺪ از ﺗﻬﻴ ــﻪ . روش ﺑﺮادﻓـﻮرد اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪ 
از ﺷﺮﻛﺖ ﺳـﻴﻨﺎژن ﺑﺮاﺳـﺎس ( ASB)آﻟﺒﻮﻣﻴﻦ ﺳﺮم ﮔﺎوي 
 595ﻧﻤﻮدار اﺳﺘﺎﻧﺪارد در ﻃﻮل ﻣـﻮج ( DO)ﻣﻴﺰان ﺟﺬب 
 ،ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از آن ﺪ ــﻢ ﮔﺮدﻳﺪ و در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﻌ ـــﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ رﺳ 
ﻫـﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﺷـﺪه   ﻏﻠﻈـﺖ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦﻧﻤـﻮدار
  (.42) ﺷﺪ ﺗﺨﻤﻴﻦ زده
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  ﺑﻴ ــﺎن،EGAP-SDS ﺗ ــﺼﻮﻳﺮ ژل :1ﺗ ــﺼﻮﻳﺮ ﺷ ــﻤﺎره 
در دﻣـﺎي ﺛﺎﺑـﺖ  DapI ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل ژن  N- ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
 ﺳـﺎﻋﺖ اﻟﻘـﺎ در 6 درﺟﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ ﮔـﺮاد ﭘـﺲ از 52
  .(GTPI)  ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻐﻴﺮ
 (.GTPI)ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﺑﺪون ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ : 1ﭼﺎﻫﻚ 
  .ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز1340MS ﻣﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ : 2ﭼﺎﻫﻚ 
 1 و 0/7، 0/5، 0/3، 0/1 ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي 3-7 ﭼﺎﻫﻚ
   GTPIﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر ﻏﻠﻈﺖ 
  ﺳﺪﻳﻢ دو دﺳﻴﻞ ﺳﻮﻟﻔﺎت ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴﺪ : EGAP-SDS
  ﺗﺎﻳﻮﺑﺘﺎ دي ﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ- ﭘﺮوﭘﻴﻞ-اﻳﺰو : GTPI
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ، EGAP-SDS ﺗﺼﻮﻳﺮ ژل :3ﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ﺗﺼ
 درﺟﻪ 73در دﻣﺎي ﺛﺎﺑﺖ  DapI ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل ژن N-ﻧﺎﺣﻴﻪ 
 ﺳﺎﻋﺖ اﻟﻘﺎ در ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻐﻴﺮ 6ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﭘﺲ از 
  .(GTPI)ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ 
 (.GTPI)ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﺑﺪون ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ : 1ﭼﺎﻫﻚ 
  .ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز1340MS ﻣﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ : 2ﭼﺎﻫﻚ 
 1 و 0/7، 0/5، 0/3، 0/1ﺗﻴﺐ ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي  ﺑﻪ ﺗﺮ 3-7 ﭼﺎﻫﻚ
   GTPIﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر ﻏﻠﻈﺖ 
  ﺳﺪﻳﻢ دو دﺳﻴﻞ ﺳﻮﻟﻔﺎت ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴﺪ : EGAP-SDS
  ﺗﺎﻳﻮﺑﺘﺎ دي ﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ- ﭘﺮوﭘﻴﻞ-اﻳﺰو : GTPI
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
، ﺑﻴـﺎن ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ EGAP-SDSﺗﺼﻮﻳﺮ ژل  :2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
ﻪ  درﺟ  ـ03 در دﻣﺎي ﺛﺎﺑـﺖ DapI ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل ژن N-ﻧﺎﺣﻴﻪ 
 ﺳﺎﻋﺖ اﻟﻘﺎ در ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻐﻴـﺮ 6ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﭘﺲ از 
  (GTPI)ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ 
 (.GTPI)ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﺑﺪون ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ : 1ﭼﺎﻫﻚ 
  .ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز1340MS ﻣﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ : 2ﭼﺎﻫﻚ 
 1 و 0/7، 0/5، 0/3، 0/1 ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺎي 3-7 ﭼﺎﻫﻚ
   GTPIﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر ﻏﻠﻈﺖ 
  ﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴﺪﺳﺪﻳﻢ دو دﺳﻴﻞ ﺳﻮﻟﻔﺎت ﭘ : EGAP-SDS
  ﺗﺎﻳﻮﺑﺘﺎ دي ﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ- ﭘﺮوﭘﻴﻞ-اﻳﺰو : GTPI
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ، EGAP-SDS ﺗﺼﻮﻳﺮ ژل :4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 درﺟﻪ 73در دﻣﺎي ﺛﺎﺑﺖ  DapI ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل ژن N-ﻧﺎﺣﻴﻪ 
ﻋﺎﻣﻞ   ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر0/7ﻧﻬﺎﻳﻲ  ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد 
   ﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ5 ﺗﺎ (GTPI)اﻟﻘﺎﻳﻲ 
 (.GTPI) ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﺑﺪون ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ :1ﭼﺎﻫﻚ 
  .ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز1340MS ﻣﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ : 2ﭼﺎﻫﻚ 
    ﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ1-5 ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ  3-7ﭼﺎﻫﻚ
  ﺳﺪﻳﻢ دو دﺳﻴﻞ ﺳﻮﻟﻔﺎت ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴﺪ : EGAP-SDS
  ﺗﺎﻳﻮﺑﺘﺎ دي ﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ- ﭘﺮوﭘﻴﻞ-اﻳﺰو : GTPI
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86 
    دﻣﺎي ﺑﻪ روش ﺑﺮادﻓﻮرد در ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎﻧﻲ  ﻏﻠﻈﺖ ﺳﻨﺠﻲ واري ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺗﺮاﻛﻢ ﺳﻨﺠﻲ ﺑﻪ روش ﻧﺮم اﻓﺰ  :1  ﺷﻤﺎره ﺟﺪول
   GTPI ﻣﺨﺘﻠﻒ ، دﻣﺎي ﻣﺘﻐﻴﺮ و ﻏﻠﻈﺖ( ﺳﺎﻋﺖ6 )ﺛﺎﺑﺖ                    
 دﻣﺎي اﻟﻘﺎﻳﻲ
  ﻏﻠﻈﺖ
 )Mm( GTPI
  ﺗﺮاﻛﻢ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 )I(
  ﺳﻄﺢ اﺷﻐﺎﻟﻲ
 )A(
ﺗﺮاﻛﻢ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ /ﺳﻄﺢ اﺷﻐﺎﻟﻲ 
  (A/I)
 ﻏﻠﻈﺖ ﻛﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 )gm(
  35  67/1912  75/4580  1534  1  73
  35  67/6293  55/0245  3424  0/7  73
  24  55/9416  45/0662  8103  1  03
  24  17/9908  24/6485  8503  0/7  03
  73  47/2189  74/5813  8453  1  52
  73  47/5779  64/6084  8543  0/7  52
  ﺗﺎﻳﻮﺑﺘﺎ دي ﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ-ﭘﺮوﭘﻴﻞ-اﻳﺰو: GTPI
  
  
  :ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
ﻴﺎن و ﺗﻮﻟﻴﺪ  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﻣﻘﺪار ﺑ51در دﻣﺎي 
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺴﻴﺎر ﻧﺎﭼﻴﺰ ﺑﻮد، ﻟﺬا ﺳﺒﺐ ﺣﺬف اداﻣﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت 
ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻣﻘﺪار ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎن . در اﻳﻦ ﺷﺮاﻳﻂ دﻣﺎﻳﻲ ﮔﺮدﻳﺪ
 ﺮاد وــــﮔ ﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲــــ درﺟ73 و 03، 52ﺷﺪه در دﻣﺎﻫﺎي 
 درﺟﻪ 73ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ در دﻣﺎي  ﻏﻠﻈﺖ
 GTPI ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 1 و 0/7ﻫﺎي  ﻏﻠﻈﺖدر ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد 
 ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺑﻪ. ﺑﻴﺸﺘﺮﻳﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ
  درﺟﻪ73ﺗﺎ )وﺿﻮح ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﺑﺎ اﻓﺰاﻳﺶ دﻣﺎ 
، ﻣﻘﺪار ﻏﻠﻈﺖ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ اﻓﺰاﻳﺶ (ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد
   درﺎًـﻫﻤﭽﻨﻴﻦ اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﺗﻘﺮﻳﺒ. ﻳﺎﻓﺘﻪ اﺳﺖ
  
  
ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر از ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ، ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر وﻛﺘﻮر  0/7ﻏﻠﻈﺖ 
 اﺷﺒﺎع ﺷﺪه و اﻓﺰاﻳﺶ ﻣﻘﺪار ﻋﺎﻣﻞ  ﺗﻘﺮﻳﺒﺎًGTPIوﺳﻴﻠﻪ ﺑﻪ 
ﺗﻮاﻧﺪ در ﻣﻘﺪار ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﺎﺛﻴﺮ  اﻟﻘﺎﻳﻲ ﻧﻤﻲ
  (.1ﺟﺪول ﺷﻤﺎره  و 1-3ﺗﺼﺎوﻳﺮ ﺷﻤﺎره )د ﮕﺬارﻣﺸﺨﺼﻲ ﺑ
ﺑﻌﺪ از ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪن دﻣﺎي ﺑﻬﻴﻨـﻪ ﺑﻴـﺎن و ﻏﻠﻈـﺖ 
ﻋﺎﻣﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ ﺟﻬﺖ ﺑﻪ دﺳﺖ آوردن ﻣﺪت زﻣﺎن ﺑﻴﺎن، ﺑﻌـﺪ 
ﻣﺎﻧﻲ ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ از ﻫـﻢ ﺗﻬﻴـﻪ ﻫﺎﻳﻲ ﺑﺎ ﻓﺎﺻﻠﻪ ز از اﻟﻘﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ 
 ﻛـﻪ ﺑﻴـﺸﺘﺮﻳﻦ ﺑﻴـﺎن در ﺳـﻪ ﺳـﺎﻋﺖ ﺷﺪﮔﺮدﻳﺪ و ﻣﺸﺨﺺ 
اﺑﺘﺪاﻳﻲ ﺑﻮده و ﺑﻌﺪ از ﺳﻪ ﺳﺎﻋﺖ ﻣﻘﺪار ﺑﻴﺎن ﻛـﺎﻫﺶ ﭘﻴـﺪا 
  .(2 ﺷﻤﺎره  و ﺟﺪول4 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره) ﻛﺮده اﺳﺖ
ﺎي در دﻣ  ﻏﻠﻈﺖ ﺳﻨﺠﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎﻧﻲ ﺑﻪ روش ﺑﺮادﻓﻮردوﻧﺮم اﻓﺰاري ﺗﺮاﻛﻢ ﺳﻨﺠﻲ ﺑﻪ روش ﻧﺘﺎﻳﺞ  :2 ﺷﻤﺎره ﺟﺪول
  ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﻴﺎن  و زﻣﺎنGTPI ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 0/7ﮔﺮاد، ﻏﻠﻈﺖ ﺛﺎﺑﺖ   درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ73ﺛﺎﺑﺖ 
  
  ﻣﺪت زﻣﺎن اﻟﻘﺎي
 )h(
  ﺗﺮاﻛﻢ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 )I(
  ﺳﻄﺢ اﺷﻐﺎﻟﻲ
 )A(
 ﺗﺮاﻛﻢ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ/ﺳﻄﺢ اﺷﻐﺎﻟﻲ 
  (A/I)
  ﻏﻠﻈﺖ ﻛﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 )gm(
  33  35/3829  93/8150  6012/00  1
  74  76/8092  34/8908  8492/00  2
  26  87/7032  63/1504  8482/00  3
  85  77/3919  53/4265  1772/00  4
  55  67/8678  14/1867  1123/00  5
  ﺗﺎﻳﻮﺑﺘﺎ دي ﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ-ﭘﺮوﭘﻴﻞ-اﻳﺰو: GTPI
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96 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ﺑﺮرﺳﻲ ﺣﻼﻟﻴﺖ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮ ﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده  :5ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  EGAP-SDSاز روش ﺷﻴﺐ اﻓﺰاﻳﺸﻲ ﻏﻠﻈﺖ اوره در ژل 
  .SBP1 ﻳﻲ ﺑﻌﺪ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺑﺎﻓﺎز رو: 1ﭼﺎﻫﻚ
  .ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز 1760MS ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ : 2ﭼﺎﻫﻚ 
  . SBP2ﻓﺎز روﻳﻲ ﺑﻌﺪ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺑﺎ: 3ﭼﺎﻫﻚ 
 2ﺣﺎوي اوره SBP ﻓﺎز روﻳﻲ ﺑﻌﺪ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺑﺎ: 4ﭼﺎﻫﻚ 
  (.ﻣﺮﺣﻠﻪ اول) ﻣﻮﻻر
 2 ﺣﺎوﻳﻲ اوره SBPﻓﺎز روﻳﻲ ﺑﻌﺪ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺑﺎ: 5ﭼﺎﻫﻚ 
  (. ﻣﺮﺣﻠﻪ دوم) ﻣﻮﻻر
  . ﻣﻮﻻر8 ﺣﺎوي اوره SBPﻓﺎز روﻳﻲ ﺑﻌﺪ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺑﺎ: 6ﭼﺎﻫﻚ 
  ﺳﺪﻳﻢ دو دﺳﻴﻞ ﺳﻮﻟﻔﺎت ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴﺪ : EGAP-SDS
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦﺗﺎﻳﻴﺪ ﺗﺨﻠﻴﺺ ، EGAP-SDS ژل  :6ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  .ﻧﻮ ﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﺘﻮن ﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ
  . ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺣﺎوي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻗﺒﻞ از ﺳﺘﻮن: 1ﭼﺎﻫﻚ 
  . ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز  1760MSﻧﺸﺎﻧﮕﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ : 2ﭼﺎﻫﻚ 
  .  ﺑﻌﺪ از ﻋﺒﻮر از ﺳﺘﻮن  Fﺑﺎﻓﺮ: 3ﭼﺎﻫﻚ 
  .  دﻧﺎﺗﻮره Cﺑﺎﻓﺮ : 4ﭼﺎﻫﻚ 
  .  دﻧﺎﺗﻮره Dﺑﺎﻓﺮ  : 5ﭼﺎﻫﻚ 
  . دﻧﺎﺗﻮره  E ﺑﺎﻓﺮ: 6ﭼﺎﻫﻚ 
  .SEMﺑﺎﻓﺮ : 7ﭼﺎﻫﻚ 
  ﺳﺪﻳﻢ دو دﺳﻴﻞ ﺳﻮﻟﻔﺎت ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴﺪ : EGAP-SDS
  ﺑﺎﻓﺮ ﻧﻤﻜﻲ ﻓﺴﻔﺎت: SBP
  ﻔﺎتﺑﺎﻓﺮ ﻧﻤﻜﻲ ﻓﺴ: SBP
  
  
ﻦ ﺑﻴـﺎﻧﻲ، ﻴﭘﺲ از ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪن ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﺑﻮدن ﭘﺮوﺗﺌ 
ﻫـﺎ ﻧﻴـﺎز ﺑـﻮد ﺗـﺎ ﻃـﻲ  اﻳﻦ اﻧﻜﻠﻮژن ﺑـﺎدي ﻣﺤﻠﻮل ﺳﺎﺧﺘﻦ ﺑﺮاي 
. ﻫﻢ ﺑـﺎز ﺷـﻮﻧﺪ از ﺗﺮاﻛﻢ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎﻧﻲ  روﺷﻲ اﻳﻦ ﻓﺸﺮدﮔﻲ و 
رو، از ﺷـﻴﺐ اوره ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان ﻳـﻚ روش ﻧﺎﻣﺘـﺪاول در  از اﻳﻦ 
 ﻫﺎي ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﻛﻤﻚ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷـﺪ و ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
  (.5ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره )ﮔﺮدﻳﺪ  دﻧﺎﺗﻮره ﻣﺤﻠﻮل Bدر ﺑﺎﻓﺮ 
ﻣﺮﺣﻠﻪ آﺧﺮ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از 
و ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧـﻮ  اﻧﺠـﺎم (ﻛﻴـﺎژن) ﻧﻴﻜـﻞ ﺳـﺘﻮن ﻛﺮوﻣـﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ 
  (.6ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره )ﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﮔﺮدﻳﺪ 
  
  :ﺑﺤﺚ
ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺑﻌـﺪ از ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ ﺳـﺎزي 
ﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ از اﻫﻤﻴﺖ ﺧﺎﺻـﻲ ﺑﺮﺧـﻮردار ﺗﻮاﻟﻲ ژﻧﻲ وﻛﺘﻮرﻫ 
  ــﻮد ﻛﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦﺷ ﺗﺮ ﻣﻲ اﻳﻦ اﻫﻤﻴﺖ زﻣﺎﻧﻲ ﭘﺮ رﻧﮓ. اﺳﺖ
  
  
ـــﺪ و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه ﺑﻪ ﻣﻘﺪار زﻳﺎد ﻧﻴﺎز ﺑﺎﺷ 
ﺟﻬ ــﺖ . ﺣﻔ ــﻆ ﺳ ــﺎﺧﺘﺎر ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨ ــﻲ اﻫﻤﻴ ــﺖ داﺷ ــﺘﻪ ﺑﺎﺷ ــﺪ 
ﻧﻴـﺎز ﺑـﻪ ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ ﺳـﺎزي ، ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﻳـﻦ ﻧﺎﺣﻴـﻪ از ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﻗﺒﻠﻲ ﺻﻮرت ﭘﺬﻳﺮﻓﺘـﻪ ﺑـﻮد  ﻛﻪ اﻳﻦ ﻛﺎر در ﻣﺮاﺣﻞ داﺷﺖ
ﻧﻴﺎز ﺑﻪ ﺑﻴﺎن اﻳﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ، ﺑﻬﻴﻨـﻪ ﺳـﺎزي ﺑﻴـﺎن و در اداﻣﻪ  (.61)
  .ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻮد
ﻫﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑـﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ ﻣﻘـﺪار ﺑﻴـﺎن و ﺳـﺎﺧﺘﺎر و 
از . ﺑﺎﺷـﺪ ﺗﻮاﻟﻲ آن ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻴـﺎﻧﻲ ﺧـﺎص ﺧـﻮد را دارا ﻣـﻲ 
رو ﺑ ــﺮاي دﺳــﺘﻴﺎﺑﻲ ﺑ ـﻪ ﺷـﺮاﻳﻂ ﺑﻬﻴﻨ ــﻪ ﺑﻴ ــﺎن ﭘ ــﺮوﺗﺌﻴﻦ  اﻳــﻦ
  .ﻧﻴﺎز ﺑﻪ ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎزي ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻮد ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ،
آﻧﭽﻪ ﻛﻪ اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ را از دﻳﮕﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﺘﻤـﺎﻳﺰ 
 ﻧـﺴﺒﺖ ﺑـﻪ ﻣـﺸﺎﻫﺪه و در اﺑﺘـﺪاﻛﻨـﺪ اﻳـﻦ اﺳـﺖ ﻛـﻪ  ﻣـﻲ
ﺣﺎﺻــﻞ از  EGAP-SDSﻫ ــﺎي  ﮔﻴ ــﺮي از روي ژل ﻧﺘﻴﺠــﻪ
 ﺑ ــﺎ اﺳــﺘﻔﺎده از ﺗ ــﺼﺎوﻳﺮ  و در اداﻣ ــﻪﻫ ــﺎ اﻗ ــﺪام ﺷــﺪ  ﻧﻤﻮﻧ ــﻪ
D
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 ﺗـﺎ وردآدوﺑﻌﺪي و آﻧﺎﻟﻴﺰ ﻧﺮم اﻓﺰاري اﻳﻦ اﻣﻜﺎن را ﻓﺮاﻫﻢ 
در اﻧﺘﺨﺎب ﺷـﺮاﻳﻂ ﺑﻬﻴﻨـﻪ ﺑﻴـﺎن، درﺻـﺪ ﺧﻄـﺎ در اﻧﺘﺨـﺎب 
  .ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻬﻴﻨﻪ ﻛﺎﻫﺶ ﭼﺸﻤﮕﻴﺮي ﭘﻴﺪا ﻛﻨﺪ
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻧﻘﺶ دﻣﺎ ﺑﺮ روي ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ، اﻳـﻦ 
 درﺟـﻪ 51در دﻣـﺎي . ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻣـﻮرد ﺑﺮرﺳـﻲ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓـﺖ 
ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﻣﻘﺪار ﺑﻴﺎن و ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺴﻴﺎر ﻧﺎﭼﻴﺰ ﺑﻮد، ﻟﺬا 
. ﻌﺎت در اﻳﻦ ﺷﺮاﻳﻂ دﻣﺎﻳﻲ ﮔﺮدﻳﺪ ﺳﺒﺐ ﺣﺬف اداﻣﻪ ﻣﻄﺎﻟ 
 73 و 03، 52ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻣﻘﺪار ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎن ﺷﺪه در دﻣﺎﻫـﺎي 
ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻋﺎﻣـﻞ اﻟﻘـﺎﻳﻲ در ﮔﺮاد و ﻏﻠﻈﺖ درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 
   1 و 0/7ﻫــﺎي  ﻏﻠﻈــﺖدر  درﺟــﻪ ﺳــﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد 73دﻣــﺎي 
ﻳﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻣـﺸﺎﻫﺪه ﺑﻴﺸﺘﺮ GTPIﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 
 73ﺗـﺎ ) اﻓـﺰاﻳﺶ دﻣـﺎ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺑﻪ وﺿﻮح ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﺑـﺎ . ﺷﺪ
، ﻣﻘ ــﺪار ﻏﻠﻈــﺖ ﭘ ــﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴ ــﺐ ( ﺳ ــﺎﻧﺘﻴﮕﺮاددرﺟ ــﻪ
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﻧـﺸﺎن داد ﻛـﻪ . اﻓﺰاﻳﺶ ﻳﺎﻓﺘﻪ اﺳﺖ 
ﻣﻴﻠ ــﻲ ﻣ ــﻮﻻر از ﻋﺎﻣ ــﻞ اﻟﻘ ــﺎﻳﻲ،  0/7 در ﻏﻠﻈ ــﺖ ﺗﻘﺮﻳﺒ ــﺎً
 ﺎع ﺷـﺪه و ـــاﺷﺒ ــﺎًً ﺗﻘﺮﻳﺒ GTPIﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر وﻛﺘﻮر ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ 
ر ﺑﻴـﺎن ﺗﻮاﻧـﺪ در ﻣﻘـﺪا اﻓـﺰاﻳﺶ ﻣﻘـﺪار ﻋﺎﻣـﻞ اﻟﻘـﺎﻳﻲ ﻧﻤـﻲ
ﻃـﻮل ﻣـﺪت . دﮕـﺬار ﻣﺸﺨـﺼﻲ ﺑ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗـﺎﺛﻴﺮ 
اﻟﻘﺎء ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻳﻚ ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻣﻬﻢ دﻳﮕﺮ، ﻋﺎﻣﻞ دﻳﮕﺮي ﺑـﻮد 
ﻏﻠﻈـﺖ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴـﺎﻧﻲ در . ﻛﻪ ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓـﺖ 
 ﻣـﻮرد ﺑﺮرﺳـﻲ ﻛﻤـﻲ ﻗـﺮار ء ﺳـﺎﻋﺖ ﺑﻌـﺪ از اﻟﻘـﺎ5ﻃـﻮل 
ﻣـﺸﺎﻫﺪه   ﺑـﺎ ﻓﻘـﻂ اﻧﺘﺨﺎب ﺑﻴﺸﺘﺮﻳﻦ ﻣﻘﺪار ﺑﻴﺎن اﮔﺮ . ﮔﺮﻓﺖ
اﻧﺠـ ــﺎم  ﻐﻴﻴـ ــﺮات ﻣـ ــﺪت زﻣـ ــﺎن اﻟﻘـ ــﺎ  ﺗEGAP-SDSژل 
 داراي ﻳﻲ، اﻧﺘﺨﺎب زﻣﺎن ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﺎ درﺻـﺪ ﺑـﺎﻻ ﻓﺖﮔﺮ ﻣﻲ
ﺪ و اﻳﻦ ﻋﺎﻣﻞ ﻣﻬﻤﻲ ﺑﻮد ﺗﺎ اداﻣﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﺑـﻪ ﺎﺷﺑﺧﻄﺎ ﻣﻲ 
ﻣﻘـﺪار ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ . ﺳﻤﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻧﺮم اﻓﺰاري ﻫﺪاﻳﺖ ﺷﻮد 
 ﺳﺎﻋﺖ ﭘﺲ از اﻟﻘﺎ رو ﺑﻪ اﻓﺰاﻳﺶ ﺑﻮد و 3 و 2 ،1ﻫﺎي  زﻣﺎن
ز اﻟﻘ ــﺎ ﺑ ــﻪ ﻃــﻮر ﻏﻴ ــﺮ  ﺳــﺎﻋﺖ ﺑﻌ ــﺪ ا5  و4ﻫ ــﺎي  در زﻣ ــﺎن
ﺷـﻮد ﻛـﻪ اﺣﺘﻤـﺎل داده ﻣـﻲ . ﻛﺎﻫﺶ ﭘﻴـﺪا ﻛـﺮد اي  ﻣﻨﺘﻈﺮه
ﻋﻠﺖ اﻳﻦ ﻓﺮآﻳﻨﺪ ﺑﻪ دﻟﻴﻞ ورود ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﻪ ﻓﺎز ﻣـﺮگ و ﻳـﺎ 
ﺗﺨﺮﻳـﺐ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑـﺎ ﮔﺬﺷـﺖ زﻣـﺎن ﺗﻮﺳـﻂ ﭘﺮوﺗﺌﺎزﻫـﺎي 
در اﻧﺘﻬ ــﺎي ﻣﻄﺎﻟﻌ ــﺎت ﻣ ــﺸﺨﺺ ﺷــﺪ ﻛ ــﻪ . ﺑﺎﺷــﺪﺳ ــﻠﻮﻟﻲ 
 درﺟﻪ 73 در دﻣﺎي (DapI ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل -N )ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
 ﺳـﺎﻋﺖ 3و  GTPI ﻣﻴﻠـﻲ ﻣـﻮﻻر 0/7 ﺮاد، ﻏﻠﻈـﺖ ﮔ ﺳﺎﻧﺘﻲ
اي ﻣـﺸﺎﺑﻪ در در ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ .  ﺑﻴﺸﺘﺮﻳﻦ ﺑﻴـﺎن را دارد ،ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ 
  ﻫﻠﻴﻜﻮﺑـﺎﻛﺘﺮﭘﻴﻠﻮري در ﺑـﺎﻛﺘﺮي  ﻛـﻪ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ7002ﺳـﺎل 
ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ  a82-TEp درون ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ )3ED(12LB iloc.E
 0-1)ﻫـﺎي ﻣﺘﻔـﺎوﺗﻲ از ﻋﺎﻣـﻞ اﻟﻘـﺎﻳﻲ  اﺛﺮ ﻏﻠﻈـﺖ وﺳﺎزي 
و دﻣﺎﻫـﺎي (  ﺳـﺎﻋﺖ 1-4)ﺎن اﻟﻘـﺎ ﻣـﺪت زﻣ ـ ،(ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 
ﻛﻪ در ﺑﻴـﺎن ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ (  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد81 و 73)ﻣﺨﺘﻠﻒ 
 درﺟـﻪ 73دﻣـﺎي ﻣﻮﺛﺮﻧـﺪ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ ﺷـﺪه ﺑـﻮد و در ﻧﻬﺎﻳـﺖ 
 ﻣﻴﻠـﻲ ﻣـﻮﻻر از 0/4 ﺳـﺎﻋﺖ و ﻏﻠﻈـﺖ 4ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد، زﻣﺎن 
 در ﺑﻴـﺎن ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺮاﻳﻂ ﺑﻬﻴﻨﻪ ـــﺷﻞ اﻟﻘﺎﻳﻲ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ــــﻋﺎﻣ
 اي دﻳﮕــﺮ ر ﻣﻄﺎﻟﻌ ــﻪد .(52)ﻣ ــﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌ ــﻪ ﮔــﺰارش ﺷــﺪ 
  IfgH و ﻫﻤﻜـــﺎراﻧﺶ ﺑـــﺎ ﻫﻤـــﺴﺎﻧﻪ ﺳـــﺎزي ژن  gnaW
در وﻛﺘـﻮر ( )asodnorf alofirg morf nibohpordyH
ﺟﻬﺖ اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ در ﺑـﺎﻛﺘﺮي   a82TEp
، ﺑ ــﺎ ﺑﻬﻴﻨ ــﻪ ﺳــﺎزي ﺑﻴ ــﺎن ژن ﺗﻮﺳــﻂ ﺗﻐﻴﻴ ــﺮات 12LB iloc .E
ﻫﺎي ﻛﻠﻴﺪي ﺑﻴ ـﺎن ﻣﻘـﺪار ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﻮﻟﻴـﺪ ﺷـﺪه را ﻣـﻮرد  ﻓﺎﻛﺘﻮر
در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ ﺷـﺮاﻳﻂ ﺑـﺮاي ﺑﻴـﺎن . ﺮرﺳﻲ ﻗﺮار دادﻧﺪ ﺑ
 ﺳ ـﺎﻋﺖ اﻟﻘـﺎ و 5ﮔـﺮاد، زﻣـﺎن  درﺟـﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 52اﻳﻦ ژن دﻣـﺎي 
  (.62)  ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر ﮔﺰارش ﺷﺪه اﺳﺖ0/7ﻏﻠﻈﺖ 
ﭘﺲ از ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪن ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺑﻴـﺎﻧﻲ، ﺟﻬـﺖ 
ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺑـﺎ اﻓـﺰاﻳﺶ ﺣﺠـﻢ ﺑﻴـﺎن در 
ﻫـﺎ ﺑﺮرﺳـﻲ . داﻣﻪ ﭘﻴﺪا ﻛـﺮد ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻬﻴﻨﻪ ﻓﺮآﻳﻨﺪ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ا 
ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎن ﺷﺪه ﺑﻪ ﺣﺎﻟﺖ ﻧـﺎﻣﺤﻠﻮل ﺑـﻮده و 
 8ﺣـﺎوي اوره ) Bﻛﻨﻨـﺪه  ﻛـﻪ از ﺑـﺎﻓﺮ دﻧـﺎﺗﻮره اﺷـﺖ د ﻧﻴﺎز
اﻣـﺎ ﺑـﺎ اﺿـﺎﻓﻪ . ﺟﻬﺖ ﻓﺮآﻳﻨﺪ ﺗﺨﻠﻴﺺ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﻮد ( ﻣﻮﻻر
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻪ ﻓﺎز ﻣﺤﻠﻮل وارد ﻧـﺸﺪ و ( B)ﻛﺮدن ﺑﺎﻓﺮ دﻧﺎﺗﻮر 
 روش ﻧﺎﻣﺘﻌـﺎرف ﻛـﻪ ﺑـﻪ اﻳﻦ ﻋﺎﻣﻠﻲ ﺑﻮد ﻛﻪ ﺑﺎﻋـﺚ ﺷـﺪ از 
ﺑﺎﺷـﺪ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴـﺎن ﺷـﺪه را روش ﺷﻴﺐ اوره ﻣﻌﺮوف ﻣﻲ 
در ﻓـﺎز ﻫـﺎي ﻓـﺸﺮده ﺑـﻮد ﻛﻪ ﺑـﻪ ﺻـﻮرت اﻧﻜﻠـﻮژن ﺑـﺎدي 
 ﺗ ــﺎ ﻓﺮآﻳﻨ ــﺪ ﺗﺨﻠ ــﻴﺺ ﺑ ــﺎ ﻛﻤ ــﻚ ﺳ ــﺘﻮن ﻣﺤﻠ ــﻮل آورده
اﻧﺠـﺎم و ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ  ﻧﻴﻜﻞ ﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﺗﻤﺎﻳﻠﻲ 
  .ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﮔﺮدﻳﺪ
  
  :ﮔﻴﺮي ﻧﺘﻴﺠﻪ
  ﺎتـﻪ و ﻣﻄﺎﻟﻌـــﺑﺮ اﺳﺎس ﻧﺘﺎﻳﺞ اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﺗﻮان  ﻣﻲ
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 ﻪﺑﺎﺸﻣ ناﻮﺗ ﻲﻣ زا ﺪـﻌﺑ ﻦﻴﺌﺗوﺮـﭘ ﺮـﻫ ﻪـﻛ دﺮﻛ نﺎﻴﺑ ﻪﻧﻮﮕﻨﻳا
 ار دﻮـﺧ ﻪـﺑ صﻮﺼـﺨﻣ نﺎﻴﺑ ﻂﻳاﺮﺷ يزﺎﺳ ﻪﻧﺎﺴﻤﻫ ﺪﻨﻳآﺮﻓ
 ﻲﻣ اراد لﻮﻠـﺳ ﺎﻘﻟا نﺎﻣز لﻮﻃ و ﻲﻳﺎﻣد ﻂﻳاﺮﺷ ﻪﻛ ﺪﺷﺎﺑ ﺎـﻫ
ﻲﻣ ﺮﺗﺮﺛﻮﻣ ﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ ﺪﻴﻟﻮﺗ راﺪﻘﻣ رد ﺪﺷﺎﺑ.  
ﻲﻧادرﺪﻗ و ﺮﻜﺸﺗ:  
 ا ﻪﻠﻴﺳﻮﻨﻳﺪﺑ يﺎﻗآ يرﺎﻜﻤﻫ ز  رد ﻪـﻛ ﻲﻫﺎـﭼ هﺮﻗ داﻮﺟ
 ﻖﻴﻘﺤﺗ ﻦﻳا دﺮﺒﺸﻴﭘ رد و ﺪﻧدﻮﻤﻧ يرﺎﻜﻤﻫ يراﺰﻓا مﺮﻧ تﺎﻌﻟﺎﻄﻣ
ﻲﻣ ﻲﻧادرﺪﻗ و ﺮﻜﺸﺗ ﺪﻧدﻮﻤﻧ يرﺎﻳ ار ﺎﻣ ددﺮﮔ.  
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Background and aims: Shigella dysenteriae is one of the most important pathogens which in 
spite of many attempts vaccine preparation, extended researches are still in the way, Transport 
and surface expression of the invasion plasmid antigens (IpaD proteins) have essential role in 
the pathogenicity of Shigella spp. IpaD has been one of the most important proteins for Shigella 
vaccine candidate. Studies have shown that N – terminal region of this protein has a key role in 
the pathogen city and invasion. This study was done to evaluate the optimization of N-terminal 
region of Ipad in order to increase the production of recombinant protein. 
Methods: In this experimental labortary study, desired region of IpaD cloned in vector pET-28a 
(+). For confirming cloning procedure ,standard tests were performed. The effect of IPTG 
concentration, temperature & induction times on the level of protein expression were evaluated 
by SDS-PAGE, qualitatively. The gels were evaluated with 2-D gel analysis software (Melanie 
7). The recombinant protein was extracted by Urea & eventually purificated with affinity 
chromatography column. 
Results : SDS-PAGE analysis showed that approximately the same amount of recombinant 
protein is expressed at different times, but software analysis proved that the optimized condition 
for the expression of recombinant protein was in the final concentration of 0.7 mM of IPTG, 
37˚C and 3 hours induction. 
Conclusion: According to the results every protein has its own expression after the 
homogenization process, and the temperature and the cells induction time length are more 
effective in the amount of protein production.  
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